Priprava piridinskih derivatov diazenkarboksamida kot ligandov za koordinacijske spojine s protitumorskim delovanjem by Razpotnik, Veronika
  
UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA KEMIJO IN KEMIJSKO TEHNOLOGIJO 
DIPLOMSKO DELO 
Veronika Razpotnik 
Ljubljana, 2019 
  
UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA KEMIJO IN KEMIJSKO TEHNOLOGIJO 
UNIVERZITETNI ŠTUDIJSKI PROGRAM 1. STOPNJE 
BIOKEMIJA 
 
 
 
Priprava piridinskih derivatov diazenkarboksamida kot 
ligandov za koordinacijske spojine s protitumorskim 
delovanjem 
 
DIPLOMSKO DELO 
 
Veronika Razpotnik 
 
MENTOR: prof. dr. Janez Košmrlj 
 
 
Ljubljana, 2019
  
 
 
 
IZJAVA O AVTORSTVU  
diplomskega dela 
 
 
 
Spodaj podpisana Veronika Razpotnik sem avtorica diplomskega dela z naslovom: 
Priprava piridinskih derivatov diazenkarboksamida kot ligandov za koordinacijske spojine 
s protitumorskim delovanjem. 
 
 
S svojim podpisom zagotavljam, da: 
 
 je diplomsko delo rezultat mojega raziskovalnega dela pod mentorstvom prof. dr. 
Janeza Košmrlja; 
 
 sem poskrbela, da so dela in mnenja drugih avtorjev, ki jih uporabljam v 
predloženem diplomskem delu, navedena oziroma citirana v skladu z navodili; 
 
 se zavedam, da je plagiatorstvo, v katerem so tuje misli oziroma ideje 
predstavljene kot moje lastne, kaznivo po zakonu (Zakon o avtorski in sorodnih 
pravicah – uradno prečiščeno besedilo (ZASP-UPB3) (Ur. list RS, št. 16/2007); 
 
 sem poskrbela za slovnično in oblikovno korektnost diplomskega dela; 
 
 je elektronska oblika diplomskega dela identična tiskani obliki 
diplomskega/magistrskega dela. 
  
 
V Ljubljani, 10. 9. 2019      Podpis avtorice: 
 
  
   
 
4 
 
Rada bi se zahvalila mentorju, prof. dr. Janezu Košmrlju, za možnost opravljanja 
diplomskega dela na Katedri za organsko kemijo in dodelitev biokemijsko obarvane teme 
v okviru organske kemije, pa tudi za vodstvo in nasvete. Za veliko pomoč pri iskanju 
literature, eksperimentalnem delu in pisanju diplomskega dela se zahvaljujem delovnemu 
mentorju dr. Luki Rejcu. Poleg tega hvala tudi vsem drugim zaposlenim na katedri ter 
študentskim kolegom, ki ste mi v odsotnosti delovnega mentorja z veseljem priskočili na 
pomoč in pa tistim, ki ste mi pri oblikovanju dela pomagali odpravljati tehnične težave. 
  
   
 
5 
 
Priprava piridinskih derivatov diazenkarboksamida kot ligandov za koordinacijske 
spojine s protitumorskim delovanjem  
Povzetek: V želji razviti učinkovino s protitumorskim delovanjem smo zastavili sintezno 
pot, po kateri bi pripravili diazenkarboksamidni derivat s povečano topnostjo in 
sposobnostjo koordinacije na prehodne kovine. V eksperimentalnem delu diplomske 
naloge smo iz fenilizocianata in 2-hidrazinopiridina pripravili semikarbazid in iz tega z 
oksidacijo sintetizirali diazenkarboksamid. Iz diazenkarboksamida in BOC-zaščitenega 
derivata diazenkarboksamida smo z metil jodidom in dimetil karbonatom pod različnimi 
pogoji poskusili pripraviti N-metilpiridinijevo sol. V tem delu opisujemo pripravo, čiščenje 
in analize semikarbazida in diazenkarboksamida ter postopke za poskus priprave, izolacije, 
čiščenja in analize produkta reakcij metiliranja z uporabo analitskih tehnik, kot sta NMR in 
HRMS. Želenega produkta nismo dobili v nobeni izmed reakcij.  
Ključne besede: semikarbazid, diazenkarboksamid, metilacija, piridinijeva sol 
 
 
 
Preparation of pyridinium derivatives of diazenecarboxamide as ligands for 
coordination compounds with anti-tumor activity 
Abstract: With an aim to develop a compound with antitumor activity, we designed a 
synthetic pathway for the preparation of a diazenecarboxamide derivative with increased 
solubility and the ability to coordinate to transition metals. In the experimental part of 
diploma thesis, we prepared semicarbazide from phenyl isocyanate and 2-
hydrazinopyridine and converted it into diazenecarboxamide by oxidation. From 
diazenecarboxamide and BOC-protected derivative of diazenecarboxamide, we attempted 
to prepare N-methylpyridinium salt with methyl iodide and dimethyl carbonate under 
various conditions. In this diploma thesis preparation, isolation, purification and analysis 
of semicarbazide and diazenecarboxamide is described. Attempts of preparation, isolation, 
purification and analysis of the products of methylation reactions are discussed. The 
products of the aforementioned reactions were analyzed with NMR and HRMS techniques. 
The product we wished to prepare was not obtained in any of the experiments. 
Keywords: semicarbazide, diazenecarboxamide, methylation, pyridinium salt 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov   
BOC  tert-butil karbonat (angl. tert-buthyl carbonate) 
CAN   cerijev (IV) amonijev nitrat (IV) (po IUPAC-u diamonijev heksakis(nitrato-
O-) cerat, angl. ceric ammonium nitrate) 
Cys   cistein (angl. cysteine) 
DCM  diklorometan (angl. dichloromethane) 
DMAP dimetilaminopiridin (angl. dimethylaminopyridine)  
DNA  deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
GPx  glutation peroksidaza (angl. glutathione peroxidase) 
GSH  glutation oz. γ-L-glutamil-L-cisteinilglicin (angl. γ-L-glutamyl-L-
cysteinylglycine) 
GSSG  glutation disulfid (angl. glutathione disulfide)  
HPLC  tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. High-Performance 
Liquid Chromatography) 
HRMS visoko ločljiva masna spektrometrija (angl. High Resolution Mass 
Spectrometry) 
IR  infrardeča spektroskopija (angl. InfraRed spectroscopy) 
IUPAC Mednarodna zveza za čisto in uporabno kemijo (angl. International Union 
of Pure and Applied Chemistry) 
NADP+ nikotinamid adenin dinukleotid fosfat v oksidirani obliki (angl. 
Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate, oxidized form) 
NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat v reducirani obliki (angl. 
Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate, reduced form) 
NMR  nuklearna magnetna resonanca (angl. Nuclear Magnetic Resonance) 
ROS  reaktivne kisikove spojine (angl. Reactive Oxygen Species) 
st  sobna temperatura (angl. room temperature) 
TEA  trietilamin (angl. triethylamine) 
Thr  treonin (angl. threonine) 
TLC  tankoplastna kromatografija (angl. Thin-Layer Chromatography) 
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1 Uvod 
1.1 Glutation in mehanizem protitumorske aktivnosti 1,4-
disubstituiranih diazenkarboksamidov 
Glutation (GSH) je znotrajcelični tripeptid, sestavljen iz glutamata, cisteina in glicina. 
Prisoten je v vseh sesalskih celicah v približno 10 mM koncentraciji [1, 2]. Sintetizira se v 
citosolu, nahaja pa se tudi v endoplazemskem retikulumu in mitohondijih. Vsebuje γ-
peptidno vez med karboksilno skupino stranske verige glutamata in aminsko skupino 
cisteina, karboksilna skupina cisteina pa tvori evpeptidno vez z aminsko skupino glicina 
(slika 1) [2]. V celici deluje kot antioksidant, saj jo ščiti pred oksidativnim stresom, ki ga 
povzročajo reaktivne kisikove spojine (ROS). Sodeluje tudi pri redoks signalizaciji, 
detoksifikaciji celice, regulaciji celičnega cikla, regulaciji apoptoze, celični imunosti in 
fibrogenezi. GSH se metabolizira samo ekstracelularno, saj je v celici odporen na 
razgradnjo. V njej namreč obstaja samo en encim, ki lahko cepi γ-peptidno vez. Ta encim 
je γ-glutamiltranspeptidaza [1, 2]. 
Vloga GSH je najpomembnejša v mitohondrijih, saj lahko v drugih organelih in v 
citoplazmi organske perokside reducirata tudi glutation peroksidaza (GPx), GSH S-
transferaza in katalaza. Slednja reducira samo H2O2 v peroksisomih [2]. 
 
Slika 1: Glutation 
Poleg tiolne oblike GSH obstaja tudi oksidirana oblika, glutation disulfid (GSSG), v kateri 
sta z disulfidno vezjo povezana dva GSH [3]. V normalno delujoči celici prevladujočo 
obliko predstavlja GSH (98%). Ta lahko učinkovito reducira ROS v GPx-katalizirani 
reakciji in se pri tem oksidira v GSSG. H2O2 in lipidni peroksid se reducirata, prvi do vode, 
drugi do ustreznih alkoholov (slika 2). Ta reakcija prepreči, da bi navedene ROS oksidirale 
celične komponente (predvsem tiolne skupine v aktivnih mestih raznih proteinov, npr. Cys 
proteaz) in s tem poškodovale celico. 
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Ravnotežje med GSH in GSSG ohranja encim GSSG reduktaza tako, da GSSG reducira 
nazaj v GSH na račun oksidacije koencima NADPH v NADP+ (slika 2), kar prepreči 
izgubo redoks potenciala v celici [2, 3]. 
 
Slika 2: Mehanizem oksidacije/redukcije glutationa v celici 
Za maligne tumorske celice so značilni pospešen celični cikel, mutacije v genskem zapisu, 
invazivna rast, povečana mobilnost, kemotaksija, spremembe na celični površini, sekrecija 
litičnih faktorjev idr [4]. Eden najpomembnejših mehanizmov, zaradi katerih so tumorske 
celice pogosto odporne na zdravila, je povečano izražanje GSH in podobnih spojin, ki 
sodelujejo pri detoksifikaciji [5]. Z zdravili, ki tovrstne spojine onesposobijo, lahko 
pripravimo tumorske celice do apoptoze, programirane oblike celične smrti, pri kateri 
poteče razgradnja celičnih proteinov, fragmentacija jedrne DNA, kondenzacija kromatina, 
zgoščanje citoplazme, skrčenje celice in fragmentacija v apoptotska telesca [6]. 
 
1.2 Diazenkarboksamidi 
Ena od skupin spojin z dokazano protitumorsko aktivnostjo, ki na tumorske celice delujejo 
z oksidacijo GSH do GSSG, so diazenkarboksamidi (slika 4D). Diazenkarboksamidi so 
organske spojine, prepoznavne po z enojno kovalentno vezjo povezanih amidni in azo 
skupini. (slika 4D). Poznamo mono- in disubstituirane diazenkarboksamide, od katerih so 
disubstituirani derivati najstabilnejši [1]. 
Diazenkarboksamidi reagirajo s tioli, zato kot močni oksidanti oksidirajo tudi GSH do 
GSSG. S tem porušijo ravnovesje GSH/GSSG in sprožijo apoptozo zaradi nakopičenja 
ROS v celici ter posledično inaktivacije številnih encimov [3]. Uspešnejša in bolj specifična 
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kot je oksidacija GSH, boljša je protitumorska učinkovitost zdravila. Poleg učinkovitosti je 
potrebno upoštevati še druge lastnosti tovrstnih spojin, med drugim tudi specifičnost 
delovanja, ki omogoči manj stranskih učinkov, in možnost modifikacije 
diazenkarboksamida tako, da povečamo njegovo topnost v krvni plazmi. To olajša 
absorpcijo protitumorske učinkovine, njen transport po krvi ter prepreči, da bi se zadrževala 
v telesu [7]. Problem večine do danes razvitih zdravil (vključno z nemodificiranimi 
diazenkarboksamidi) je namreč prav nizka biološka uporabnost zaradi njihove nepolarnosti 
in posledično netopnosti v krvni plazmi [8]. Eden od načinov, na katerega lahko povečamo 
topnost, je selektivno metiliranje heterociklične substituente diazenkarboksamida, s čimer 
sintetiziramo sol (slika 3, spojina 6). S sintezo soli poleg povečane hidrofilnosti olajšamo 
koordinacije diazenkarboksamidov na izbrane kovine (slika 3, skrajno desno). Uporaba 
kompleksov bi lahko omogočila in situ regeneracijo učinkovine v tumorski celici, s čimer 
bi na račun manjše doze zdravila še dodatno povečali biološko uporabnost učinkovine. 
Zaradi navedenih prednosti modificirani diazenkarboksamidi predstavljajo ugodnejšo 
alternativo trenutnim zdravilom proti raku (npr. cisplatin), katerih največji problemi so 
nizka specifičnost, visoka toksičnost ter posledično številni neželeni učinki [9]. 
 
Slika 3: Primer biološko aktivnega diazenkarboksamida 4, struktura ciljne piridinijeve soli 
6 (oba oštevilčena v skladu s shemo 1) in primer piridinijeve soli, koordinirane na izbrano 
kovino  
Semikarbazide lahko sintetiziramo z nukleofilno adicijo hidrazinov na izocianate (slika 4). 
Reakcija poteče hitro. Semikarbazide lahko iz reakcijske mešanice izoliramo enostavno in 
brez večjih izgub produkta [1]. 
1,4-Disubstituirane diazenkarboksamide je mogoče enostavno pripraviti z oksidacijo 1,4-
disubstituiranih semikarbazidov (slika 4C). Najpogosteje se uporablja enoelektronski 
oksidant cerijev(IV) amonijev nitrat (CAN). Tovrstne oksidacije potekajo hitro in jih lahko 
izvajamo v vodi ali v polarnih organskih topilih. Zanje je značilno, da se pri reakciji sprošča 
kislina, zato je potrebno reakcijsko mešanico po poteku reakcije (pred začetkom izolacije 
produkta) nevtralizirati [1]. 
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Selektivno metiliranje piridinskega dušika na identičnih substratih v literaturi še ni opisano. 
Na podlagi primerov iz literature, ki opisujejo metiliranje substratov s podobnimi 
funkcionalnimi skupinami, sklepamo, da bi tvorba piridinijeve soli potekala z blagimi 
metilirnimi sredstvi, kot je metil jodid [10]. 
 
 
Slika 4: Splošna sinteza diazenkarboksamida (D) prek semikarbazida (C) 
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2 Namen dela in hipoteza 
Namen diplomskega dela sta bila sinteza N-fenil-(piridin-2-il)diazenkarboksamida 4 po 
literaturnem postopku na večji skali in selektivno metiliranje piridinskega dušika. 
 
Hipoteza: 
1) Metiliranje bo ob ustreznih pogojih ali zaščiti v reakciji z izbranim metilirnim 
reagentom poteklo selektivno na dušik v piridinskem obroču. 
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3 Rezultati in razprava 
Shema 1 prikazuje vse pretvorbe, ki smo jih izvedli tekom eksperimentalnega dela ter 
dokazane (3, 4) in predpostavljene (5, 6, 7, 8) produkte. 
 
Shema 1: Pogoji pretvorb: a) st, 1h; b) CAN, st, 25 min; c) CH3I, 90 °C, 22 ur, d) CH3I, st, 
48 ur, e) dimetil karbonat, HBF4 (aq, 48%), st, 24 ur, f) DMAP, TEA, BOC2O, g) CH3I, 70 
°C, 22 ur 
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3.1 O dvostopenjski sintezi diazenkarboksamida (4) 
Semikarbazid 3 smo uspešno pripravili v reakciji fenilizocianata 1 in 2-hidrazinopiridina 2 
(slika 5A), identično, kot je to opisano v literaturnem postopku (shema 1a) [11]. Reakcija 
je potekla s podobnim izkoristkom kot v literaturi. Produkt, ki je izpadel iz ohlajene 
reakcijske zmesi, je bil dovolj čist, da smo ga lahko uporabili v nadaljnji oksidaciji s CAN 
(shema 1b) ter pridobili želen diazenkarboksamid (slika 5B). Kislino, ki se sprošča pri 
oksidaciji je bilo potrebno nevtralizirati. Dodatek vodne raztopine NaOH je povzročil 
razpad produkta, zato smo za nevtralizacijo uporabili šibkejšo bazo, NaHCO3. Po 
kristalizaciji iz mešanice voda/metanol smo pridobili čist rdeč kristaliničen produkt (slika 
5C). Spektroskopski podatki obeh spojin, semikarbazida 3 in diazenkarboksamida 4 se 
ujemajo s tistimi, navedenimi v literaturi [11], IR spekter pa se malce razlikuje, morda 
zaradi drugačne priprave vzorca. 
Po uspešni ponovitvi literaturnega postopka, smo spojini 3 in 4 pripravili še v večji količini. 
Za pripravo obeh spojin na večji skali smo količine reagentov sorazmerno povečali 50-krat 
za pripravo semikarbazida in 15-krat za pripravo diazenkarboksamida. Za nekoliko manjši 
izkoristek od opisanega v literaturi pri sintezi semikarbazida 3 (73%, literatura: 90%) ni 
bila vzrok manj uspešna izvedba reakcije, ampak težave pri eksperimentalnem delu, pri 
čemer je prišlo do neželenih izgub. Po pričakovanjih smo diazenkarboksamid 4 pridobili v 
več kot 76% izkoristku, kar je primerljivo z literaturnim (72%) [11]. 
         
A    B    C 
Slika 5: Reakcija sinteze semikarbazida 3 (A), diazenkarboksamid 4 pred kristalizacijo (B) 
in suhi kristali diazenkarboksamida 4 po kristalizaciji z mešanico metanola in vode (C) 
 
 
       
       REZULTATI IN RAZPRAVA 
15 
 
3.2 O poskusih sinteze N-metil-2-((fenilkarbamoil)diazenil)-piridinijeve 
soli (6) 
3.2.1 Poskus sinteze z metil jodidom pri 90 °C  
Diazenkarboksamid 4 se je v prisotnosti metil jodida v acetonitrilu pri 90 °C v 21 urah 
popolnoma pretvoril v polarnejše produkte (preverjeno s TLC analizo; DCM/MeOH = 1:1). 
Rdeča raztopina izhodne spojine 4 se je pri tem spremenila v temno zeleno. HPLC analiza 
reakcijske zmesi je pokazala prisotnost več različnih spojin. Čiščenje s kristalizacijo iz 
dietil etra, kot je bilo to prikazano na podobnem primeru v literaturi [10], ni bilo uspešno, 
zato smo se odločili produkt očistiti s kolonsko kromatografijo. Manj polarne nečistoče 
smo s kolone sprali z DCM, predviden produkt pa smo eluirali z mešanico DCM/MeOH. 
Izolirali smo vijolično snov, ki se je po 1H NMR analizi izkazala za zmes več neznanih 
spojin. S ciljem dodatno očistiti zmes smo uparjeni vijolični zmesi dodali DCM in raztopino 
oddekantirali. V DCM neraztopljen preostanek je po raztapljanju v metanolu in  uparevanju 
postal temnovijoličen (slika 6). Uspešno metiliranje nakazuje že spremembe barve iz rdeče 
v vijolično. Pri metiliranju diazenkarboksamida 4 je namreč pričakovati hipsokromni 
premik absorpcijskega maksimuma zaradi drugačnih elektronskih lastnosti piridinijeve 
soli. Tudi 1H NMR in HRMS analizi sta nakazovali na uspešno, a nespecifično metiliranje 
piridinskega dušika. Poleg vrha pri 4,29 ppm, ki pripada metilni skupini na piridinskem 
dušiku se v 1H NMR spektru namreč pojavi tudi vrh pri 3,87 ppm, kar nakazuje prisotnost 
še ene metilne skupine. Število protonov v aromatskem območju ne sovpada s 
pričakovanim. Namesto 9 protonov jih je namreč vidnih 12, prav tako sta prisotna dva 
signala, ki bi lahko pripadala amidnemu in aminskemu protonu. HPLC analiza kaže 
prisotnost dveh spojin, HRMS analiza pa maso 362 Da, ki je precej višja od pričakovane, 
241 Da. Na podlagi pridobljenih spektroskopskih podatkov sklepamo, da je šlo pri reakciji 
za uspešno metiliranje piridinskega dušika, pri tem pa se je aktiviral ogljik na mestu 3 v 
pridinskem obroču in se povezal z drugo molekulo diazenkarboksamida oziroma njenim 
fragmentom. Ena od možnosti je tako nastanek spojine 5, ki ustreza spektroskopskim 
podatkom. Glede na omejen nabor opravljenih analiz bi bilo potrebno našo domnevo 
potrditi z dodatnimi eksperimenti. 
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Slika 6: Temnovijolična zmes spojin, ki domnevno vsebuje spojino 5 
3.2.2  Poskus sinteze z metil jodidom pri sobni temperaturi 
V izogib stranskim reakcijam pri povišani temperaturi smo reakcijo z metil jodidom 
ponovili pri sobni temperaturi. 
Metiliranje izhodne spojine 4 pri sobni temperaturi ni poteklo do konca (preverjeno s TLC 
analizo; DCM/MeOH = 1:1). Da bi izključili možnost odparevanja metil jodida iz 
reakcijske zmesi, smo dodali še 10 ekvivalentov metil jodida glede na izhodno spojino 4 in 
v zaprtem sistemu nadaljevali z mešanjem še 24 ur. TLC analiza (DCM/MeOH = 1:1) 
reakcijske mešanice je pokazala, da je še vedno prisoten diazenkarboksamid 4. Domnevni 
produkt smo po izolaciji očistili s kolonsko kromatografijo. Tako analiza z 1H NMR 
spektroskopijo, kot tudi HRMS sta nakazali na možnost nastanka identične spojine 5 kot 
pri reakciji z metil jodidom pri povišani temperaturi. 
Nižja temperatura torej ni pripomogla k večji selektivnosti reakcije ali preprečila domnevne 
aktivacije mesta 3 v piridinskem obroču, temveč je le upočasnila potek reakcije. 
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3.2.3 Poskus sinteze z metil karbonatom v prisotnosti HBF4 
V ponovnem poskusu metiliranja diazenkarboksamida 4 smo kot metilacijski reagent 
uporabili metil karbonat. Manjša reaktivnost v primerjavi z metil jodidom bi lahko reakcijo 
vodila bolj nadzorovano in s tem pripomogla k nastanku želenega produkta. BF4– v reakciji 
deluje kot anion, ki se veže s pozitivno nabitim dušikom v piridinu v končnem produktu 
(enako kot jodidni ion pri metil jodidu) in omogoča tvorbo soli, zato je pri reakciji nujno 
potreben. 
Čeprav je reakcija N-metiliranja z metil karbonatom v prisotnosti HBF4 pri sobni 
temperaturi na podobnem substratu potekla v nekaj urah [12], v naši reakciji tri ure po 
dodatku HBF4 s TLC analizo (DCM/MeOH = 1:1) še nismo zasledili produkta, mešanje 
čez noč pa tudi ni prineslo vidnih sprememb na TLC. 
Reakcijska mešanica se je sicer zgostila in se iz temno rdeče spremenila v intenzivno 
opečnato rdečo, vendar smo po kolonski kromatografiji eluirali le izhoden 
diazenkarboksamid 4 (ugotovljeno na podlagi TLC analize). 
3.2.4 Poskus sinteze z metil jodidom in BOC-zaščitenim 
diazenkarboksamidom (7) 
Predvidevali smo, da bi se z zaščito amidne skupine z BOC zaradi njene zmanjšane 
reaktivnosti lahko izognili nepredvideni stranski reakciji metiliranja le-te. Poskusi 
metiliranja z metil jodidom kažejo na uspešno metiliranje piridinskega dušika v 
diazenkarboksamidu 4, a kljub temu pri reakciji nastane nov nepričakovan produkt. 
Za zaščito spojine 4 smo uporabili bazo (TEA), ki odcepi proton na dušiku amidne skupine 
in tako kot nukleofil reagira z BOC-anhidridom [13]. Reakcijo dodatno pospeši katalizator 
DMAP [14]. Zmes smo najprej pol ure inkubirali pri 0 °C (na ledu), nato pa reakcijsko 
zmes mešali 20 ur pri 70 °C. Konec reakcije smo določili na podlagi TLC analize. Po vezavi 
BOC je bila zaradi nastanka kislin v reakcijski mešanici na TLC (čisti MeOH) vidna lisa, 
ki je potekala od bazne linije čez skoraj celotno pot mobilne faze. BOC-zaščiten 
diazenkarboksamid smo ekstrahirali v DCM, kisline pa smo se znebili s spiranjem z vodo 
(literatura: čiščenje s silikagelom) [15]. Kljub temu, da se s spiranjem nismo znebili vse 
kisline (preverjeno s TLC analizo; čisti MeOH), smo nastavili drugo stopnjo reakcije brez 
dodatnega čiščenja ali karakterizacije spojine. Glede na pridobljene izkušnje iz reakcij 
metiliranja z metil jodidom, smo metiliranje tokrat izvajali pri 70 °C. Po čiščenju na koloni 
smo v frakciji št. 2 dobili liso, ki se je vlekla od bazne linije do koder je spojina pripotovala 
(slika 7). 
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Slika 7: Frakcija št. 2 na TLC ploščici (čisti MeOH) 
S HRMS analizo smo dobili maso 343 Da, ki pripada spojini z molekulsko formulo 
C18H23N4O3+. Za natančno določitev strukture spojine bi bilo potrebno opraviti dodatne 
spektroskopske analize. Kljub vsemu na podlagi pridobljenih podatkov lahko sklepamo, da 
je BOC zaščita amida preprečila neželeno stransko reakcijo, ki smo jo opazili pri reakciji 
nezaščitenega diazenkarboksamida (shema 1f in 1g). Pri reakciji bi lahko zaradi kislega 
okolja prišlo do redukcije diazena, pri čemer je ena od možnosti nastanek spojine 8, kar 
sovpada z molekulsko formulo, predlagano po HRMS analizi.
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4 Zaključek 
V okviru diplomske naloge smo uspešno pripravili semikarbazid 3 in diazenkarboksamid 
4 po modificiranem literaturnem postopku v primerljivem izkoristku z literaturnim [11]. 
Reakcijo smo uspešno ponovili tudi na gramski skali. 
V štirih različnih eksperimentih, od tega treh z metil jodidom in enim z dimetil karbonatom 
kot metilirnim reagentom, smo pod različnimi pogoji poskusili doseči selektivno 
metiliranje diazenkarboksamida 4. 
Metil jodid se je izkazal za dobro, a neselektivno metilirno sredstvo za N-metiliranje 
piridina. Preizkušanje raznolikih pogojev (segrevanje pri različnih temperaturah in pod 
refluksom) ter uporaba blažjih metilirnih pogojev ni pripeljala do želenih rezultatov.  
Zaščita z BOC je obetavna pot za odpravo problema selektivnosti. Eksperiment je bil pod 
pogoji naše reakcije neuspešen, a je šlo najbrž za vpliv nečistoč v vmesni reakcijski stopnji, 
zato bi bilo potrebno postopek ponoviti. 
Po zastavljenem sinteznem načrtu pod izbranimi pogoji nismo uspeli pripraviti želene 
spojine. 
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5 Eksperimentalni del 
5.1 Reagenti, topila in aparature 
Kemikalije so bile iz komercialnih virov (Fluka, Sigma Aldrich, FluoroChem). Acetonitril 
je bil sušen nad CaH2 in destiliran pred uporabo. Ostala topila so bila uporabljena brez 
predhodnega čiščenja, sušenja ali drugačnega načina predpriprave. 
Tališča so bila izmerjena s Koflerjevim mikroskopom z ogrevalno mizico Leica Galen III 
in niso korigirana. 
NMR spektri so bili posneti s 300 MHz Bruker DPX in 500 MHz Bruker Avance III 
spektrometroma. Kemijski premiki protonskih resonanc so podani glede na rezidualni 
signal DMSO (δ = 2.50 ppm). Kemijski premiki (δ) so podani v ppm. Sklopitvene konstante 
(J) so podane v Hz. Sklopitveni vzorci so podani kot: s (singlet), d (dublet), t (triplet), q 
(kvartet), quint (kvintet), m (multiplet) in br (razširjen).  
IR spektre smo posneli z Brukerjevim ALPHA FT-IR spektrometrom s Platinum ATR 
nastavkom.  
Masni spektrometri visoke ločljivosti (HRMS) so bili izmerjeni z Agilentovim Accurate 
Mass TOF LC/MS spektrometrom (Agilent 6224) na prelet ionov (TOF, angl. time of flight) 
nastalih pri elektrorazprševanju (ESI, angl. electrospray ionization) pri atmosferskem 
tlaku. 
HPLC analiza je bila opravljena na Agilent Infinity II 1260 LC sistemu. Za ločbo smo 
uporabljali reverznofazno HPLC colono Agilent Poroshell 120, C-18, 2.7 µm, 3.0 × 50 mm. 
Spojine smo eluirali z naraščajočo koncentracijo ACN v H2O: 10% (30 s), 10–90% (480 
s), 90% (60 s), 90–10% (30 s). Sistem je bil vzpostavljen nazaj na prvotno stanje s spiranjem 
z 10% ACN v H2O (60 s). Čistost spojin je izračunana na podlagi zaznave z UV/vis 
detektorjem pod 254 nm) kot kvocient površine pod vrhom, ki pripada spojini in seštevka 
površin vseh vrhov v kromatografu. Čistost je podana v procentih. 
Za tankoplastno kromatografijo smo uporabljali TLC ploščice (Fluka Analytical) s 
silikagelskim matriksom na aluminijastih nosilcih, impregnirane s fluorescenčnim 
indikatorjem (λe = 254 nm). Opazovali smo jih pod UV-svetilko (CAMAG) pri valovni 
dolžini 254 nm. Za kolonsko kromatografijo smo uporabljali silikagel (Fluka Silica gel 60, 
mesh 220-240).  
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5.2 4-Fenil-1-(piridin-2-il)semikarbazid (3) 
 
Sinteza je potekala po postopku, opisanem v literaturi [11]. 
Raztopini fenilizocianata 1 (5,2 mL, 55 mmol) v DCM (50 mL) smo med mešanjem pri 
sobni temperaturi po kapljicah dodajali raztopino 2-hidrazinopiridina 2 (5,456 g, 50 mmol) 
v DCM (50 mL). Reakcijsko mešanico smo po koncu dokapavanja mešali še 1 uro. Po 
koncu reakcije, ki smo ga določili s TLC analizo (etil acetat/petroleter = 1:1) smo produkt 
čez noč inkubirali pri 4 °C in izpadlo oborino odnučali ter posušili na zraku. Izolirali smo 
čisti produkt v obliki belega prahu (8,338 g, 36,53 mmol; 73% izkoristek), ki smo ga 
uporabili v naslednji stopnji. 
 
Ttal: 184–185 °C (lit.11 185–187 °C).  
IR (cm–1): 3295, 3239, 3061, 2879, 1671, 1603, 1591, 1538, 1523, 1499, 1460, 1437, 1346, 
1315, 1239, 1158, 1030, 994, 757, 699, 651. 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 8.73 (s, 1H), 8.22 (s, 1H), 8.13–8.02 (m, 2H), 7.64–7.38 
(m, 3H), 7.29–7.12 (m, 2H), 6.93 (tt, 1JH,H = 7.2, 2JH,H = 1.2 Hz, 1H), 6.78–6.70 (m, 1H), 
6.67 (d, 1JH,H = 8.4 Hz, 1H). 
Spektroskopski podatki se ujemajo z literaturnimi [11]. 
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5.3 N-fenil-2-(piridin-2-il)diazenkarboksamid (4) 
 
Sinteza je potekala po modificiranem postopku iz literature [11]. 
V suspenzijo semikarbazida 3 (3,557 g, 15,58 mmol) v metanolu (40 mL) smo pri sobni 
temperaturi po kapljicah dodali CAN (17,94 g, 32,72 mmol), raztopljen v metanolu (80 
mL). Po koncu dokapavanja smo reakcijsko mešanico pustili mešati še 25 min. Reakcijo 
smo zasledovali s TLC (etil acetat/petroleter = 1:1). Po koncu mešanja smo dodali 
destilirano vodo  (230 mL) in mešanico nevtralizirali z vodno raztopino NaHCO3. Nato 
smo produkt trikrat ekstrahirali s kloroformom (150 mL) in združene organske faze dvakrat 
sprali z vodo. Po 15 min sušenja organske faze z brezvodnim Na2SO4 smo sušilno sredstvo 
odfiltrirali in uparili topilo pod znižanim tlakom. Po uparevanju smo dobili rdeč oljnat 
produkt, ki smo ga kristalizirali z mešanico vode in metanola v razmerju 1:1 (90 mL) pri 4 
°C. Produkt smo izolirali s filtracijo skozi nučo in posušili s prepihavanjem z argonom. 
Pridobili smo čisti kristalinični produkt živo rdeče barve (2,720 g, 12,02 mmol; 76% 
izkoristek).  
 
Ttal: 90.7–92.8 °C (lit.11 93.5–95 °C). 
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IR (cm–1): 3253, 3134, 3134, 3054, 3012, 2849, 2797, 1703, 1598, 1584, 1543, 1493, 1464, 
1442, 1314, 1301, 1247, 1211, 1174, 1093, 1078, 1044, 1029, 994, 970, 901, 845, 792, 746, 
689, 665, 625. 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 11.11 (s, 1H), 8.79 (ddd, 1JH,H  = 4.7, 2JH,H  = 1.9, 3JH,H = 
0.8 Hz, 1H), 8.16 (td, 1JH,H = 7.7, 2JH,H = 1.9 Hz, 1H), 7.85 (dt, 1JH,H = 8.0, 2JH,H = 1.0 Hz, 
1H), 7.79–7.74 (m, 2H), 7.73–7.68 (m, 1H), 7.47–7.38 (m, 2H), 7.24–7.15 (m, 1H). 
Spektroskopski podatki se ujemajo z literaturnimi [11]. 
 
5.4 Poskusi sinteze N-metil-2-((fenilkarbamoil)diazenil)-piridinijeve 
soli (6) 
5.4.1 Poskus sinteze z metil jodidom pri 90 °C 
 
Raztopini diazenkarboksamida 4 (226 mg, 1 mmol) v hladnem acetonitrilu (15 mL) smo 
dodali metil jodid (623 μL, 10 mmol) in mešanico segrevali na 90 °C 22 ur. Pred 
prekinitvijo reakcije smo s TLC analizo (DCM/MeOH = 1:1) preverili, ali je prisotne še kaj 
izhodne spojine. Mešanico smo nato analizirali s HPLC in jo očistili s kolonsko 
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kromatografijo (SiO2, eluent DCM, nato DCM/MeOH = 1:1, nato MeOH). Snov, za katero 
smo predvidevali, da predstavlja naš produkt smo v nadaljevanju neuspešno poskusili 
očistiti s kristalizacijo. Zmes smo suspendirali v DCM, oddekantirali in trden preostanek 
analizirali z NMR in HRMS.  
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 10.46 (s, 1H), 8.96 (d, 1JH,H = 2.2 Hz, 1H), 8.77 (s, 1H), 
8.71–8.66 (m, 1H), 8.33 (td, 1JH,H = 7.8, 2JH,H = 7.2, 3JH,H = 1.6 Hz, 1H), 7.94 (dd, 1JH,H = 
8.7, 2JH,H =1.4 Hz, 1H), 7.82 (dd, 1JH,H = 10.4, 2JH,H = 2.3 Hz, 1H), 7.64–7.53 (m, 3H), 7.36–
7.22 (m, 3H), 7.09–7.00 (m, 1H), 4.29 (s, 3H), 3.87 (s, 3H). 
HRMS–ESI (m/z): [M]+ izračunana za C19H20N7O+, 362,1724; izmerjena, 362,1720. 
 
5.4.2 Poskus sinteze z metil jodidom pri sobni temperaturi 
  
Raztopini diazenkarboksamida 4 (227 mg, 1 mmol) v hladnem acetonitrilu (15 mL) smo 
po kapljicah dodali metil jodid (623 μL, 10 mmol) in jo pri sobni temperaturi mešali 24 ur. 
S TLC (DCM/MeOH = 1:1) smo ugotovili, da je diazenkarboksamid 4 po tem ostal 
nezreagiran, zato smo dodali še 10 ekvivalentov metil jodida glede na spojino 4 in reakcijo 
nadaljevali še 24 ur. Zmes smo pod znižanim tlakom skoncentrirali in ločili s kolonsko 
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kromatografijo (SiO2, eluent DCM, nato DCM/MeOH = 1:1, nato MeOH). Frakcijo, za 
katero smo predvidevali, da predstavlja naš produkt smo neuspešno poskusili izolirati s 
kristalizacijo. Zmes smo suspendirali v DCM, oddekantirali in trden preostanek analizirali 
z NMR in HRMS. 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 10.50 (s, 1H), 8.96 (d, 1JH,H = 2.2 Hz, 1H), 8.79 (s, 1H), 
8.72–8.60 (m, 1H), 8.42 (s, 1H), 8.36–8.30 (m, 1H), 7.98–7.84 (m, 1H), 7.81 (dd, 1JH,H= 
10.5, 2JH,H = 2.2 Hz, 1H), 7.59 (ddd, 3JH,H = 8.6, 2JH,H = 7.1, 3JH,H = 3.2 Hz, 3H), 7.36–7.24 
(m, 3H), 7.04 (td, 1JH,H = 7.3, 2JH,H = 1.2 Hz, 1H), 4.29 (s, 3H), 3.87 (s, 3H). 
HRMS–ESI (m/z): [M]+ izračunana za C19H20N7O+, 362,1724; izmerjena, 362,1720. 
 
5.4.3 Poskus sinteze z metil karbonatom v prisotnosti HBF4 
 
Raztopini diazenkarboksamida 4 (226 mg, 1 mmol) v acetonitrilu (15 mL) smo med 
mešanjem po kapljicah dodali dimetil karbonat (168 μL, 2 mmol) in mešali 19 ur pri sobni 
temperaturi. Reakcija v tem času ni potekla, zato smo dodali še HBF4 (261 μL, 2 mmol). 
TLC analiza po 21 ur (3× razvijanje: DCM, metanol/DCM = 1:1 in čisti metanol) ni kazala 
spremembe. Zmes smo očistili na koloni (SiO2, eluent DCM, nato DCM/metanol = 10:1, 
nato DCM/MeOH = 1:1, nato čisti MeOH) in s TLC identificirali izhodni 
diazenkarboksamid 4. 
 
 
       
       EKSPERIMENTALNI DEL 
26 
 
5.4.4 Poskus sinteze z metil jodidom in BOC-zaščitenim 
diazenkarboksamidom (7) 
  
Raztopini diazenkarboksamida 4 (226 mg, 1 mmol), DMAP (4,79 mg, 0,01 mol) in TEA 
(280 μL, 2 mmol) v DCM smo med mešanjem pri 0 °C (na ledu) dodali BOC anhidrid (460 
μL, 2 mmol). Po 30 minutah smo led umaknili, reakcijo pustili, da se ogreje na sobno 
temperaturo in mešali 20 ur. Nato smo produkt trikrat spirali z vodo, organsko fazo posušili 
z brezvodnim Na2SO4 ter topilo uparili pod znižanim tlakom.  
Surov produkt 7 smo brez predhodne karakterizacije raztopili v acetonitrilu (15 mL), po 
kapljicah dodali metil jodid (623 μL, 2 mmol) in mešanico mešali 22 ur pri 70 °C. Produkt 
smo očistili na koloni (SiO2, eluent DCM, nato DCM/metanol = 10:1, nato DCM/MeOH = 
1:1, nato čisti MeOH). Izolirali smo temnozeleno oljnato mešanico in jo analizirali z NMR 
in HRMS. Mešanica ni vsebovala želenega produkta. 
HRMS–ESI (m/z): [M]+ izračunana za C18H23N4O3+, 343,1765; izmerjena, 343,1764. 
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